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57© Resumen:
Mutantes de Grb7 y Grb7V con actividad antiangiogénica
y su uso en procedimientos biomédicos.
La invención proporciona mutantes de la proteína adapta-
dora Grb7 humana y de su variante natural Grb7V, ambas
carentes de un dominio funcional implicado en la unión
de la calmodulina, Grb7∆ y Grb7V∆, y medios condicio-
nados derivados de células transfectadas por Grb7∆ y
Grb7V∆con actividad biológica, incluyendo entre otras la
modulación positiva o negativa de la angiogénesis, la mo-
tilidad celular y la proliferación celular, así como otras fun-
ciones necesarias para la supervivencia, progresión e in-
vasión metastásicas de los tumores, así como los factores
presentes en los mismos responsables de dichas activi-
dades.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.E
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DESCRIPCIÓN
Mutantes de Grb7 y Grb7V con actividad antiangiogénica y su uso en procedimientos biomédicos.
Sector de la técnica
El objeto de la presente invención se puede enclavar en el sector Biomédico y Farmacéutico. Concretamente, estos
mutantes y los medios condicionados derivados de células transfectadas con los mismos así como los factores con
actividad biológica que contienen tienen utilidad como agentes terapéuticos antitumorales en la angiogénesis asociada
al cáncer, así como su uso en otras patologías proliferativas y en reparación de heridas traumáticas y/o quirúrgicas.
Por otro lado, los oligonucleótidos producidos en esta invención y el péptido derivado de la misma tienen utilidad
diagnóstica.
Estado de la técnica
Las proteínas adaptadoras no poseen actividad enzimática propia, sin embargo intervienen en las vías de señali-
zación intracelular actuando como elementos de reclutamiento, anclaje y transmisión de señal entre diversos compo-
nentes de dicha vías, por ejemplo entre receptores mitogénicos como el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) y moléculas efectoras como proteínas intercambiadoras de GDP por GTP (GEF) en proteínas G de la familia
Ras. Una característica de las proteínas adaptadoras es que intervienen en múltiples vías de señalización y funciones
celulares.
La familia de proteínas adaptadora Grb7, está formada por tres miembros conocidos hasta la fecha: Grb7, Grb10 y
Grb14 [Daly R.J. 1998, Cell. Signal. 10, 613-618; Han D.C. et al., 2001, Oncogene 20, 6315-6321; Villalobo A. et al.,
2003, Curr. Topics Biochem. Res. 5, 105-114]. La proteína Grb7 de 58 kDa tiene una estructura modular compuesta por
un dominio rico en prolina (PR) en su N-terminal, una región central denominada GM (nombre derivado de proteínas
Gbr y la proteína homóloga Mig10 de Caenorabditis elegans) y un dominio SH2 (Src homology domain 2) en su
extremo C-terminal. La región GM comprende a su vez un dominio de asociación a Ras (RA) en su parte proximal,
un dominio de homología a pleckstrina (PH) en su parte central, y un dominio denominado BPS (nombre derivado de
between PH y SH2) o también llamado dominio PIR por algunos autores (nombre derivado de phosphorylated insulin
receptor-interacting region) [Daly R.J. 1998, Cell. Signal. 10, 613-618; Han D.C. et al., 2001, Oncogene 20, 6315-
6321; Villalobo A. et al., 2003, Curr. Topics Biochem. Res. 5, 105-114].
La proteína Grb7 se expresa en múltiples tejidos e interviene en las vías de señalización del receptor ErbB2 [Stein
D et al., 1994, EMBO J. 13, 1331-1340; Janes P.W. et al., 1997, J. Biol. Chem. 272, 8490-8497], el EGFR [Kasus-
Jacobi A et al., 2000, Oncogene 19, 2052-2059], el receptor ErbB3 [Fiddes RJ et al., 1998, J. Biol. Chem. 273, 7717-
7724], el receptor ErbB4 [Fiddes RJ et al., 1998, J. Biol. Chem. 273, 7717-7724], el receptor del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) [Yokote K et al., 1996, J. Biol. Chem. 271, 30942-30949], el receptor Tek/Tie2 [Jones N
et al., 1999, J. Biol. Chem. 274, 30896-30905], el receptor del factor de stem cells c-Kit [Thömmes K et al., Biochem.
J. 341, 211-216], el receptor de la insulina [Kasus-Jaconi A et al., 2000, Oncogene 19, 2052-2059], el receptor del
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) [Kasus-Jaconi A et al., 2000, Oncogene 19, 2052-2059], el receptor Ret
[Kasus-Jaconi A et al., 2000, Oncogene 19, 2052-2059; Pandey A et al., 1996, J. Biol. Chem. 271, 10607-10610], el
receptor EphB1 [Han D.C. et al., 2002, J. Biol. Chem. 277, 45655-45661], la quinasa de la adhesiones focales (FAK)
[Han D.C. et al., 1999, J. Biol. Chem. 274, 24425-24430], la fosfoproteína Shc [Stein D et al., 1994, EMBO J. 13,
1331-1340; Yokoe K et al., 1996, J. Biol. Chem. 271, 30942-30949] y la proteína-tirosina fosfatasa SHPTP2 [Keegan
K and Cooper J.A., 1996, Oncogene 12, 1537-1544].
Entre las funciones bien establecidas de Grb7 está su participación en procesos de migración celular [Daly R.J.
1998, Cell. Signal. 10, 613-618; Han D.C. et al., 2001, Oncogene 20, 6315-6321; Villalobo A. et al., 2003, Curr.
Topics Biochem. Res. 5, 105-114]. Además, es bien conocido que Grb7 se sobreexpresa junto al receptor ErbB2 en
diversos adenocarcinomas como es el caso paradigmático del cáncer de mama [Stein D et al., 1994, EMBO J. 13,
1331-1340; Kauraniemi P et al., 2001, Cancer Res. 61, 8235-8240], de esófago [Tanaka S et al., 1997, Cancer Res.
57, 28-31] y de estómago [Vans A et al., 2002, Cancer Res. 62, 2625-2629], y sin expresión de ErbB2 en el cáncer
testicular de células germinales [Skotheim R.I. et al., 2002, Cancer Res. 62, 2359-2364]. Por otro lado, la expresión
en carcinomas de esófago de una variante de la proteína Grb7 carente del dominio SH2 en su extremo C-terminal y
denominada Grb7V se correlaciona con invasión fuera de la mucosa y la diseminación metastásica de estos tumores
[Tanaka S. et al., 1997, Cancer Res. 57, 28-31; Tanaka S et al., 1998, J. Clin. Invest. 102, 821-827; Tanaka S. et al.,
2000, J. Cell. Physiol. 183, 411-415].
Dado que los diversos miembros de la familia Grb7 de proteínas: Grb7, Grb10, Grb14, e incluso la proteína Mig10
de C. elegans, contienen un segmento que tiene las características de un dominio potencial de unión a la calmodu-
lina (CaM-BD) localizado en el dominio PH [Villalobo A. et al., 2002, Curr. Topics Biochem. Res. 5, 105-114], se
demuestra posteriormente que Grb7 y Grb7V unen calmodulina y consecuentemente en esta invención preparamos
vectores de expresión de mutantes deleccionados mediante mutagénesis dirigida mediada por oligonucleótidos [Sam-
brook, J., Fritisch, E. F., and Maniatis, T. (1989) In: Molecular Cloning a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY; Kunkel, T.A. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 488-492; Taylor,
J.W., et al. (1985) Nucleic Acid Res. 13: 8765-8785; Vandeyar, M.A., et al. (1988) Gene 65: 129-133; Sugimoto, M.,
et al. (1989) Anal. Biochem. 179: 309-311; Nelson, M., and McClellan, M. (1992) Methods Enzymol. 216: 279-303;
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Weiner, M.P., et al. (1994) Gene 151: 119-123; Coste, G.L., and Weiner, M.P. (1994) Nucleic Acids Res. 22: 2423;
Schoettlin, W., et al. (1993) Strategies 6: 43-44; Weiner, M.P., and Scheraga, H.A. (1989) Comput. Appl. Biosci. 5:
191-198] de ambas proteínas que denominamos Grb7∆(241-256) y Grb7V∆(243-256) y de forma abreviada Grb7∆
y Grb7V∆, nomenclatura que utilizaremos de aquí en adelante, demostrando que pierden su capacidad de unir cal-
modulina y que células transfectadas con dichos mutantes tienen actividad anti-angiogénica. Así, son objeto de esta
invención tanto los vectores de expresión de Grb7∆ y Grb7V∆ cualquiera que sea su naturaleza (bacterianos, células
eukariotas o víricos), las proteínas Grb7∆ y Grb7V∆ incluyendo sus formas modificadas por sondas fluorescentes o
radioactivas entre otras, proteínas quimeras de Grb7∆ y Grb7V∆, cualquiera que sea su naturaleza, el péptido corres-
pondiente al CaM-BD de Grb7 y Grb7V incluyendo sus formas modificadas por sondas fluorescentes, hidrofóbicas o
radioactivas entre otras incluyendo su forma libre así como su forma inmovilizada en un gel o matriz, anticuerpos de-
rivados de dicho péptido, los medios condicionados por células transfectadas con los vectores de expresión de Grb7∆
y Grb7V∆ (HEK293T, COS-7 entre otras) incluyendo sus principios activos con propiedades biológicas, entre otros
los responsables directos o indirectos de la actividad moduladora de la angiogénesis, incluyendo tanto factores pro-
angiogénicos como factores anti-angiogénicos; actividad moduladora de la motilidad celular, incluyendo tanto facto-
res activadores como factores inhibidores; factores moduladores de la proliferación celular, incluyendo tanto factores
activadores como factores inhibidores; y factores moduladores de otras funciones necesarias para la supervivencia,
progresión e invasión metastásicas de los tumores. Una revisión exhaustiva de los bancos de datos revelan que ningu-
no de los mutantes producidos por los inventores han sido previamente patentados y por ello el interés en incluir los
mutantes Grb7∆ y Grb7V∆ y todos los productos derivados de los mismos que se indican de la presente invención en-
tre las herramientas disponibles para la elaboración de nuevos procedimientos biológicos, biomédicos y de aplicación
farmacológica terapéutica médica y veterinaria, como reactivos y/o fármacos disponibles comercialmente.
Breve descripción
La invención proporciona mutantes y los medios condicionados derivados de células transfectadas con los mismos
así como los factores con actividad biológica que contienen tienen utilidad como agentes terapéuticos antitumorales
en la angiogénesis asociada al cáncer, así como su uso en otras patologías proliferativas y en reparación de heridas
traumáticas y/o quirúrgicas. También, los oligonucleótidos producidos en esta invención y el péptido derivado de la
misma tienen utilidad diagnóstica.
Descripción detallada
Dado que los diversos miembros de la familia Grb7 de proteínas: Grb7, Grb10, Grb14, e incluso la proteína Mig10
de C. elegans, contienen un segmento que tiene las característica de un dominio potencial de unión a la calmodulina
(CaM-BD) localizado en el dominio PH [Villalobo A. et al., 2002, Curr. Topics Biochem. Res. 5, 105-114], en esta
invención identificamos la secuencia del dominio de unión a la calmodulina del Grb7 y Grb7V humanos, generamos
mutantes de Grb7 y Grb7V carentes del CaM-BD que denominamos Grb7∆(243-256) y Grb7V∆(243-256) (denomi-
nadas de forma abreviada Grb7∆ y Grb7V∆) y producimos medios condicionados de células transfectadas con Grb7∆
y Grb7V∆ que dado que pueden actuar como mutantes dominantes negativos, o mediante otro mecanismo, interfieren
con vías de señalización donde participan Grb7 y Grb7V, así como proteínas de la misma familia tales como Grb10
y Grb14 o proteínas con dominios homólogos, modificando de forma positiva o negativa la secreción de factores que
poseen actividad biológica, como por ejemplo la actividad moduladora de la angiogénesis.
La invención proporciona los mutantes de la proteína adaptadora Grb7 humana y de su variante natural Grb7V,
ambas carentes de un dominio funcional implicado en la unión de la calmodulina, mutantes que denominamos Grb7∆
(caracterizada por la secuencia SEQ ID NO 7) y Grb7V∆ (caracterizada por la secuencia SEQ ID NO 8), tanto en
sus formas nativas como proteínas de fusión derivadas de las mismas (entre otras las proteínas fluorescentes verde,
amarilla, cyan o roja); así como sus vectores de expresión de cualquier naturaleza, bacterianos, células eucariotas (le-
vaduras, mamíferos, entre otras) y víricos (con DNA o RNA); las bacterias transformadas con dichos vectores, entre
otras diversas cepas de Escherichia coli; las células eucariotas transfectadas con Grb7∆ y Grb7V∆; los oligos utiliza-
dos para la amplificación de la fase de lectura de Grb7 y Grb7V (caracterizados por las secuencias SEQ ID NO 1, SEQ
ID NO 2 y SEQ ID NO 3) y los oligos utilizados para la producción de los mutantes deleccionados Grb7∆ y Grb7V∆
(caracterizados por las secuencias SEQ ID NO 5 y SEQ ID NO 6); el péptido correspondiente a la secuencia deleccio-
nada correspondiente al dominio de unión de la calmodulina de Grb7 y Grb7V (caracterizado por la secuencia SEQ
ID NO 4), ya sea sintetizado químicamente u obtenido mediante otro procedimiento, de forma aislada o inmobilizado
en geles o matriz inerte, así como sus formas derivadas marcadas con radioisótopos, sondas fluorescentes, con adición
de sondas o secuencias hidrofóbicas con objeto de hacerlos permeables a través de membranas biológicas, o epítopos
reconocibles por anticuerpos, así como anticuerpos derivados de dicho péptido; y medios condicionados derivados de
células transfectadas por Grb7∆ y Grb7V∆ con actividad biológica, incluyendo entre otras la modulación positiva o
negativa de la angiogénesis, incluyendo tanto factores pro-angiogénicos como anti-angiogénicos; factores modulado-
res de la motilidad celular, incluyendo tanto factores activadores como factores inhibidores; factores moduladores de
la proliferación celular, incluyendo tanto factores activadores como factores inhibidores; y factores moduladores de
otras funciones necesarias para la supervivencia, progresión e invasión metastásicas de los tumores.
Las aplicaciones que pueden realizarse de esta invención son múltiples y variadas dependiendo de los diversos
elementos constitutivos de protección incluidos en la misma.
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a) El péptido correspondiente al dominio de unión de la calmodulina (CaM-BD) identificado en Grb7 y Grb7V
humano comprendido entre los residuos 243 y 256 ambos inclusive y cuya secuencia corresponde a RKLWKRFFC
FLRRS (SEC ID NO 3) objeto de esta invención es idéntica en ambas proteínas y puede utilizarse para la prepa-
ración de anticuerpos monoclonales y policlonales que sirvan para la identificación de las proteínas Grb7 y Grb7V
en tests diagnósticos de la sobreexpresión de las mismas en tumores humanos. Así mismo, dicho péptido modifica-
do adecuadamente por técnicas descritas y rutinarias en el laboratorio con sondas y/o péptidos hidrofóbicos que lo
hagan capaz de atravesar membranas biológicas pueden ser utilizados como inhibidores de la señalización mediada
por Grb7 y Grb7V en terapia antitumoral y/o inhibidores de la actividad de la calmodulina. Dicho péptido conjugado
químicamente y por tanto inmovilizado en geles o una matriz inerte puede servir para la purificación de Grb7 y Grb7V
de muestras biológicas incluyendo células y tejidos tumorales. Dicho péptido marcado con radioisótopos y/o sondas
fluorescentes puede servir además para la identificación de interacciones con proteínas de interés biológico.
b) Las proteínas deleccionadas en su dominio de unión de la calmodulina (CaM-BD) y denominadas Grb7∆
(caracterizada por la secuencia SEQ ID NO 7) y Grb7V∆ (caracterizada por la secuencia SEQ ID NO 8) objeto de
esta invención pueden utilizarse como controles en tests diagnóstico clínico para determinar la expresión del CaM-BD
de las proteínas nativas Grb7 y Grb7V en tumores humanos y en ensayos de actividad de sistemas de señalización in
vitro como reactivo en investigación biomédica y farmacológica.
c) Las proteínas quimeras de Grb7∆ y Grb7V∆ producidas por fusión con proteínas fluorescentes como por ejem-
plo: EYFP-Grb7∆, EYFP-Grb7∆, Grb7∆-EYFP, y Grb7∆-EYFP; YFP-Grb7∆, YFP-Grb7∆, Grb7V∆-YFP,
y Grb7V∆-YFP; GFP- Grb7∆, GFP-Grb7V∆, GrbV∆-GFP y Grb7V∆-GFP; EGFP-Grb7V∆ EGFP-Grb7∆,
Grb7V∆-EGFP yGrb7V∆-EGFP; CFP-Grb7V∆CFP-Grb7∆, Grb7V∆-CFP yGrb7∆-CFP; RFP-Grb7∆, RFP-
Grb7V∆, Grb7∆-RFP y Grb7V∆-RFP entre otras, una vez transfectadas en células pueden utilizarse en experimen-
tación biomédica como reactivo de laboratorio para el estudio de la funcionalidad de estas proteínas en procesos de
migración celular e invasión metastásica de tumores.
d) Los vectores de expresión de Grb7∆ y Grb7V∆ conteniendo las secuencias codificadoras de dichas proteínas
mutadas (caracterizadas por las secuencias SEQ ID NO 7 y SEQ ID NO 8, respectivamente), o su correspondientes
secuencias transcripcionales de mRNA, y secuencias translacionales de proteína, objeto todas de esta invención y
cuya secuencias se indican arriba en el apartado correspondientes en cualquiera de sus formas, incluyendo entre
otras vectores de expresión en bacterias, levaduras, hongos, células de plantas, insectos y mamíferos incluyendo las
humanas, así como vectores víricos y retrovirales pueden ser utilizados para la expresión y producción en cantidades
útiles para su purificación de las proteínas mutadas Grb7∆ (caracterizado por la secuencia SEQ ID NO 7) y Grb7V∆
(caracterizado por la secuencia SEQ ID NO 8) así como para transfección de células con fines experimentales en
biomedicina. La utilización de vectores víricos y/o retrovirales codificadores de las secuencias codificadoras de las
proteínas mutadas Grb7∆ y Grb7V∆ pueden utilizarse para actuar terapéuticamente infectando con dichos vectores
tumores que expresen Grb7 y/o Grb7V por la acción entre otras de dominancia negativa interfiriendo en las vías de
señalización de dichas proteínas considerando entre otras las vías responsables de la regulación de la angiogénesis, la
migración celular e invasión metastásica de dichos tumores y otras vías de señalización necesarias la supervivencia de
dichos tumores.
e) Los oligos directos y reversos (caracterizados por las secuencias SEQ ID NO 5 y SEQ ID NO 6) que anillan
con las regiones flanqueantes codificadoras del dominio de unión de la calmodulina (CaM-BD) de Grb7 y Grb7V
utilizados para la preparación de los mutantes deleccionados Grb7∆ y Grb7V∆, objeto de esta invención, y los oligos
directos y reversos (caracterizados por las secuencias SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2 y SEQ ID NO 3), usados para la
amplificación por PCR de las fases de lecturas codificadoras de Grb7 y Grb7V, objeto de esta invención, pueden ser
utilizados con fines diagnósticos en tumores que expresen estas proteínas utilizando técnicas de Biología Molecular
como Northern y Southern blots, PCR, RT-PCR, PCR cuantitativa, análisis de polimorfismo conformacional de cadena
simple, e identificación de dichos genes en cromosomas por la técnica de FISH, entre otras.
f) Losmedios condicionados por células transfectadas con Grb7∆ y Grb7V∆ así como entre otros los factores
con actividad biológica que contienen responsables directos o indirectos de la actividad moduladora de la angiogéne-
sis, tanto factores pro-angiogénicos como anti-angiogénicos; factores moduladores de la motilidad celular, incluyendo
tanto factores activadores como factores inhibidores; factores moduladores de la proliferación celular, incluyendo tan-
to factores activadores como factores inhibidores; así como factores moduladores de otras funciones necesarias para la
supervivencia, progresión e invasión metastásicas de los tumores, objeto de esta invención, pueden ser utilizados con
fines terapéuticos antitumoral y/o en otras enfermedades no-tumorales que presentan angiogénesis patológica, como
la retinopatía diabética entre otras.
Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la invención y no deben ser considerados en sentido limitativo del
alcance de la misma.
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Ejemplos de la invención
Ejemplo 1
Obtención de mutantes de la proteína adaptadora Grb7 humana y de su variante natural Grb7V
Las fases de lectura de Grb7 y Grb7V fueron amplificadas usando la técnica de la polimerasa en cadena (PCR)
utilizando los plásmidos pCR3-Flag-Grb7 y pCR3-Flag- Gbr7V como moldes y los siguiente oligos:
Para Grb7:
(SEQ ID NO 1)
5’-GAT GAC GAT CAT ATG GAG CCG GAT CTG TCT CCA CCT CAT C-3’
conteniendo un sitio de restricción para el enzima NdeI (subrayado)
y
(SEQ ID NO 2)
5’-GCC AGT CCA CGC TCG AGT CAG AGG GCC ACC CGC GTG CAG C-3’
conteniendo un sitio de restricción para el enzima XhoI (subrayado)
Para Grb7V se usó el oligo caracterizado por la secuencia SEQ ID NO 1, y el oligo
(SEQ ID NO 3)
5’-GCA GGA TGA GAT CTC GAG TCA CTT TCT GCA GGT GGC ACA AAG-3’
conteniendo un sitio de restricción para el enzima XhoI (subrayado).
Los productos de PCR fueron subclonados en el vector de expresión bacteriano pET-14b para obtener los vectores
pET-Grb7 y pET-Grb7V.
Para obtener los mutantes de Grb7 y Grb7V carentes del dominio de unión de la calmodulina (aminoácidos 243-
256) con la secuencia
(SEQ ID NO 4)
RKLWKRFFCFLRRS
deleccionada en los mutantes que denominamos Grb7∆(243-256) y Grb7V∆(243-256) (y de forma abreviada
Grb7∆ y Grb7V∆), los vectores pET-Grb7, pET-Grb7V, pCR3-Flag-Grb7 y pCR3-Flag-Grb7V fueron usados como
molde para la reacción de mutagénesis usando un kit de mutagénesis comercial (ExSite de Stratagene) y utilizando los
siguientes oligonucleótidos:
(SEQ ID NO 5)
5’-TCC TGA ACC CCG CAG CTG CAG AAA GCC CTG-3’
y
(SEQ ID NO 6)
5’-GGC GTC TAT TAC TCC ACC AAG GGC ACC TCT AAG-3’
Las secuencias (de nucleótidos ADN y aminoácidos) de los mutantes producidos Grb7∆(243-256) y Grb7V∆
(243-256) (y de forma abreviada Grb7∆ y Grb7V∆) (conteniendo en este caso pero no necesariamente en otros
clones un segmento Flag que no forma parte de la presente invención), son las siguientes:
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(SEQ ID NO 7)
Flag-Grb7∆ (La región correspondiente a Flaw, que no forma parte de la presente invención, se marca en cursi-
va y la región secuenciada mostrada en la Fig. 1 se subraya, la cruz (†) marca el punto de delección)
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(SEQ ID NO 8)
Flag-Grb7V∆ (La región correspondiente a Flag, que no forma parte de la presente invención, se marca en cursi-
va y la región secuenciada mostrada en la Fig. 1 se subraya, la cruz (†) marca el punto de delección)
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La secuenciación de la región de Grb7 y Grb7V donde se realizó la delección del segmento correspondientes a los
aminoácidos 243-256 de ambas proteínas con indicación del punto de unión en fase de lectura correcta se muestra en
la Fig. 1.
Ejemplo 2
Expresión de las proteínas mutadas Grb7∆ y Grb7V∆
Las proteínas mutadas Grb7∆ (caracterizada por la secuencia SEQ ID NO 7) y Grb7V∆ (caracterizada por la
secuencia SEQ ID NO 8) de la presente invención pueden ser expresadas, en general, mediante técnicas de ingeniería
genética que permitan su expresión recombinante mediante la utilización de un vector de expresión, que contenga
una secuencia de nucleótidos codificante de dichas proteínas Grb7∆ (caracterizada por la secuencia SEQ ID NO 7)
y Grb7V∆ (caracterizada por la secuencia SEQ ID NO 8), en una amplia gama de células huésped. En general, di-
cho vector de expresión comprende, al menos, una secuencia de ADN codificante de las proteínas mutadas Grb7∆ y
Grb7V∆ de la presente invención y, al menos, un promotor que dirige la transcripción de dicha secuencia de nucleó-
tidos de interés, al que está operativamente enlazado, y otras secuencias necesarias o apropiadas para la transcripción
y su regulación adecuada en tiempo y lugar, por ejemplo, señales de inicio y terminación, sitios de corte, señal de
poliadenilación, origen de replicación, activadores transcripcionales (enhancers), silenciadores transcripcionales (si-
lencers), etc. Ejemplos de vectores de expresión apropiados pueden seleccionarse de acuerdo con las condiciones y
necesidades de cada caso concreto entre plásmidos, cromosomas artificiales de levadura (YACs), cromosomas arti-
ficiales de bacteria (BACs), cromosomas artificiales basados en el bacteriófago P1 (PACs), cósmidos o virus, que
pueden contener, además, un origen de replicación bacteriano o de levadura para que pueda ser amplificado en bac-
terias o levaduras, así como un marcador utilizable para seleccionar las células transfectadas diferente al gen o genes
de interés. Este vector puede ser obtenido por métodos convencionales conocidos de uso rutionario en el laboratorio
[Sambrook, J., Fritsch, E.F., and Maniatis, T. (1989). Molecular cloning: a laboratory manual, 2nd ed. Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY].
Un objeto particular de la presente invención lo constituye una secuencia de nucleótidos, DNA, cDNA o mRNA,
codificante de las proteínas mutadas de la presente invención perteneciente al siguiente grupo, entre otras: SEQ ID NO
7 y SEQ ID NO 8.
Como ejemplo de expresión, Escherichia coli BL21(DE3)pLysS fue transformada con los vectores pET-Grb7,
pET-Grb7V, pET-Grb7∆ y pET-Grb7V∆ para la expresión de las proteínas salvajes Grb7 y Grb7V y las proteínas
mutadas Grb7V∆ y Grb7V∆, objeto de la presente invención, mediante la inducción con 1 mM isopropil-β-D- tioga-
lactopiranósido durante 3 horas. La expresión de las proteínas salvajes Grb7 y Grb7V y las proteínas mutadasGrb7V∆
y Grb7V∆, objetos de esta invención, se determinó mediante Western blot como se muestra en la Fig. 2 y la unión
de la calmodulina biotinilada a las proteínas salvajes Grb7 y Grb7V y la drástica disminución de dicha unión a las
proteínas mutadas Grb7V∆ y Grb7V∆ que carecen del CaM-BD se muestra en la Fig. 3.
La localización del dominio de unión de la calmodulina (CaM-BD) y su secuencia cuyo péptido (caracterizado por
la secuencia SEQ ID NO 4), objeto de esta invención se presenta en la estructura general de Grb7 y Grb7V mostrada
en la Fig. 4.
Para la expresión de las proteínas salvajes Grb7 y Grb7V y las proteínas mutadas Grb7V∆ y Grb7V∆, objeto de
esta invención, en eucariotas se usaron células embrionarias humanas de riñón HEK293T crecidas aproximadamente
a un 80 % de confluencia en placas P60 conteniendo 4 ml de medio de Eagles modificado por Dulbecco (DMEM)
conteniendo 10% (v/v) de suero bovino fatal (FBS), 2 mM L-glutamina y 40 µg/ml gentamicina que fueron tratadas
con 25 µM cloroquina durante 20 minutos y un cocktail de transfección conteniendo 6-10 µg de DNA de los vectores
(entre otros pCR3-Flag-Gb7, pCR3-Flag-Grb7V, pCR3-Flag-Grb7∆ y pCR3-Flag- Grb7V∆), 124 mM CaCl2, 25 mM
Hepes-NaOH (pH 7.05), 5 mM KCl, 125 mM NaCl, 0.75 mM Na2HPO4, y 6 mM glucosa se añadió gota a gota sobre
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las células y mezclado con agitación suave. Entre 8 y 10 horas después se cambió el medio DMEM con 10% de FBS,
2 mM L-glutamina y 40 µg/ml gentamicina. Un nuevo cambio del medio se realizó 24 horas después. La expresión de
las proteínas salvajes Grb7 y Grb7V y las proteínas mutadas Grb7V∆ y Grb7V∆, objeto de la presente invención, se
determinó mediante Western blot como se muestra en la Fig. 5.
Ejemplo 3
Preparación de proteínas quimeras
La preparación de proteínas quimeras de las proteínas salvajes Grb7 y Grb7V, y de sus formas mutadas Grb7∆ y
Grb7V∆, fusionadas con proteínas fluorescentes verde (GFP, EGFP), amarilla (YFP, EYFP), cyan (CFP) o roja (RFP)
tanto en su extremo N-terminal como en el extremo C-terminal, como por ejemplo: EYFP-Grb7∆, EYFP-Grb7V∆,
Grb7∆-EYFP, yGrb7V∆-EYFP; YFP-Grb7∆, YFP-Grb7V∆, Grb7∆-YFP, yGrb7V∆-YFP; GFP-Grb7∆, GFP-
Grb7V∆, Grb7∆-GFP y Grb7V∆-GFP; EGFP-Grb7∆, EGFP-Grb7V∆, Grb7∆-EGFP y Grb7V∆-EGFP; CFP-
Grb7∆, CFP-Grb7V∆, Grb7∆-CFP y Grb7V∆-CFP; RFP-Grb7∆, RFP-Grb7V∆, Grb7∆-RFP y Grb7V∆-RFP
entre otras, objeto de esta invención, se realizó utilizando vectores comerciales como por ejemplo pGFP-C1, pGFP-
N1, pEYFP-C1 y pEYFP-N1 entre otros, por métodos convencionales ya descritos [Billinton, N., Knight, A.W. (2001)
Anal. Biochem. 291: 175-197. Chiesa, A., Rapizzi, E., Tosello, V., Pinto, P., de Virgilio, M., Fogarty, K.E., Rizzuto,
R. (2001) Biochem. J. 355: 1-12]. Los vectores obtenidos por ejemplo entre otros pEYFP-Grb7∆, pEYFP-Grb7V∆,
pGrb7∆-EYFP y pGrb7V∆-EYFP, objeto de esta invención, se transfectaron en células HEK293T con objeto de
expresar las proteínas quimeras, así como las líneas celulares (cualquiera que sea su naturaleza) transfectadas con las
proteínas quimeras de los mutantesGrb7∆ yGrb7V∆, objeto de esta invención. En la Fig. 6 se muestra el ejemplo de
las proteínas quimeras derivadas de Grb7 y Grb7∆ con la YFP en el extremo N-terminal (YFP-Grb7 y YFP-Grb7∆)
y con la YFP en el extremo C-terminal (Grb7-YFP y Grb7∆-YFP), siendo ambas proteínas quimeras YFP-Grb7∆ y
Grb7∆-YFP objeto de esta invención.
Ejemplo 4
Vectores de expresión génica
Otro objeto importante de la presente invención lo constituyen vectores de expresión génica que contengan las
secuencias de nucleótidos codificantes de las proteínas mutadas Grb7∆ (caracterizada por la secuencia SEQ ID NO
7) y Grb7V∆ (caracterizada por la secuencia SEQ ID NO 8) de la presente invención. Así, un objeto particular de
la presente invención lo constituyen los vectores de expresión descritos en la presente invención, como son entre
otros: pET-Grb7∆, pET-Grb7V∆, pCR3-Flag-Grb7∆, pCR3-Flag-Grb7V∆, pEYFP-Grb7∆, pEYFP-Grb7V∆,
pGrb7∆-EYFP y pGrb7V∆-EYFP.
Por otro lado, un objeto adicional de la presente invención lo constituye bacterias transformadas con un vector de
expresión que contenga las secuencias de nucleótidos codificantes de las proteínas mutadas Grb7∆ y Grb7V∆ objeto
de la presente invención, entre otras, las cepas de E. coli BL21(DE3)pLysS/pET-Grb7∆(243-256), E. coli BL21(DE3)
pLysS/pET-Grb7V∆(243-256), E. coli XL1-Blue/pET-Grb7∆(243-256) y E. coli XL1-Blue/pET-Grb7V∆(243-256).
Los cultivos de la bacteria derivada de Escherichia coli, tipo XL1-Blue, transformadas con un plásmido que contiene
la secuencia de nucleótidos codificantes de las proteínas mutadas Grb7∆ (caracterizada por la secuencia SEQ ID NO 7)
y Grb7V∆ (caracterizada por la secuencia SEQ ID NO 8) han sido depositados en la Colección Española de Cultivos
Tipo (CECT), Universidad de Valencia, Edificio de Investigación, Campus de Burjasot, 46100 Burjasot, Valencia,
España, el 24 de Junio de 2004, correspondiéndoles los números de depósito: CECT7003 para la cepa E. coli XL1-
Blue/pET-Grb7∆(243-256) y CECT7004 para la cepa E. coli XL1-Blue/pET-Grb7V∆(243-256).
Otro objeto adicional de la presente invención lo constituye células eukaryotas trasfectadas de forma estable
o transitoria, tales como hongos y levaduras, células de plantas, insectos y mamíferos incluyendo las humanas, con
un vector de expresión que contenga las secuencias de nucleótidos codificantes de las proteínas mutadas Grb7∆
(caracterizada por la secuencia SEQ ID NO 7) yGrb7V∆ (caracterizada por la secuencia SEQ ID NO 8) y las proteína
quimeras derivadas de las mismas cualquiera que sea su naturaleza, por ejemplo entre otras: EYFP-Grb7∆, EYFP-
Grb7V∆, Grb7∆-EYFP, y Grb7V∆-EYFP; YFP-Grb7∆, YFP-Grb7V∆, Grb7∆-YFP, y Grb7V∆-YFP; GFP-
Grb7∆, GFP-Grb7V∆, Grb7∆-GFP yGrb7V∆-GFP; EGFP-Grb7∆, EGFP-Grb7V∆, Grb7∆-EGFP yGrb7V∆-
EGFP; CFP-Grb7∆, CFP-Grb7V∆, Grb7∆-CFP y Grb7V∆-CFP; RFP-Grb7∆, RFP-Grb7V∆, Grb7∆-RFP y
Grb7V∆-RFP objeto de la presente invención.
Ejemplo 5
Medios condicionados
Para la preparación demedios condicionados se usaron por ejemplo células HEK93T transfectadas con los vecto-
res pCR3-Flag-Gb7, pCR3-Flag-Grb7V, pCR3-Flag-Grb7∆ y pCR3-Flag-Grb7V∆ que expresan las proteínas salvajes
Grb7 y Grb7V y las proteínas mutadasGrb7V∆ yGrb7V∆, respectivamente. El medio DMEM sin suero conteniendo
2 mM L-glutamina y 40 µg/ml gentamicina se añadió a dichas células y se recogió 48 horas después (72 horas des-
pués de la transfección) y se filtraron a través de un filtro estéril con poros de 0.2 µm. Los medios condicionados, se
guardaron en condiciones estériles a -70ºC hasta su uso.
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Ejemplo 6
Ensayos de angiogénesis
Los ensayos de angiogénesis in vitro se realizaron midiendo la formación de estructuras tubulares por células de
endotelio capilar de cerebro humano (células HBE) sembradas sobre una matriz de membrana basal de uso comercial
(MatrigelTM) siguiendo el protocolo recomendado por la casa distribuidora (BD Bioscience). Las células endoteliales
(aproximadamente 40.000 células/pocillo) fueron expuestas a 500 µl demedios condicionados por células HEK293T
que expresan las proteínas salvajes Grb7 y Grb7V y las proteínas mutadas Grb7 (caracterizada por la secuencia SEQ
ID NO 7) y Grb7V∆ (caracterizada por la secuencia SEQ ID NO 8), preparados entre otros procedimientos como se
indica arriba. Se usaron como controles igual volumen demedio condicionado por células HEK293T no transfectadas
y medio DMEM. La actividad angiogénica de los medios condicionados por células HEK293T transfectadas con los
vectores de expresión pCR3-Flag-Grb7 y pCR3-Flag-Grb7V, así como la falta de actividad angiogénica del medio
control DMEM y los medios condicionados por células HEK293 transfectadas con los vectores de expresión pCR3-
Flag-Gb7∆ y pCR3-Flag-Grb7V∆, objeto de esta invención, se muestra en la Fig. 7 y la cuantificación de dicha activi-
dad angiogénica se muestra en la Fig. 8. Por otro lado, y dado que las células HBE pueden formar espontaneamente,
en algunas condiciones experimentales, estructuras tubulares en medio DMEM por la presencia de factores angiogé-
nicos secretados por las propias células HBE (angiogénesis espontanea), ensayamos que los medios condicionados
por células HEK293T transfectadas con los vectores de expresión pCR3-Flag-Gb7∆ y pCR3-Flag-Grb7V∆, objeto de
esta invención, fueron capaces de inhibir también dicha angiogénesis espontanea como se muestra en la Fig. 9. La
cuantificación de dicha actividad angiogénica espontanea se muestra en la Fig. 10.
Así, otro objeto importante de la presente invención los constituyen los medios condicionados (preparados por
ejemplo como se indica arriba o por cualquier otro procedimiento) de células eukariotas humanas (por ejemplo célu-
las HEK297T entre otras) y células de otras especies (por ejemplo células COS-7 entre otras) transfectadas con los
vectores codificadores de las proteínas mutadas Grb7∆ (caracterizada por la secuencia SEQ ID NO 7) y Grb7V∆
(caracterizada por la secuencia SEQ ID NO 8) con ausencia o presencia de la secuencia Flag, y proteínas quime-
ras derivadas de éstas entre otras: EYFP-Grb7∆, EYFP-Grb7V∆, Grb7∆-EYFP, y Grb7V∆-EYFP; YFP-Grb7∆,
YFP-Grb7V∆, Grb7∆-YFP, yGrb7V∆-YFP; GFP-Grb7∆, GFP-Grb7V∆, Grb7∆-GFP yGrb7V∆-GFP; EGFP-
Grb7∆, EGFP-Grb7V∆, Grb7∆-EGFP y Grb7V∆-EGFP; CFP-Grb7∆ CFP-Grb7V∆, Grb7∆-CFP y Grb7V∆-
CFP; RFP-Grb7∆, RFP-Grb7V∆, Grb7∆-RFP y Grb7V∆-RFP, incluyendo por ejemplo y entre otros los vectores
pCR3-Flag-Grb7∆, pCR3-Flag-Grb7V∆, pEYFP-Grb7∆ pEYFP-Grb7V∆, pGrb7∆-EYFP y pGrb7V∆-EYFP
y los factores que de ellos se deriven con actividad biológica, entre otros los responsables directos o indirectos de la
modulación de la angiogénesis, incluyendo tanto factores pro-angiogénicos como anti-angiogénicos; factores modu-
ladores de la motilidad celular, incluyendo tanto factores activadores como factores inhibidores; factores moduladores
de la proliferación celular, incluyendo tanto factores activadores como factores inhibidores; así como otros factores
moduladores de funciones necesarias para la supervivencia, progresión e invasión metastásicas de los tumores.
Descripción de las figuras
Fig. 1. Secuenciación de la región donde se realizó la delección de los aminoácidos 243-256 de Grb7 y Grb7V
mostrando la continuación de la fase de lectura correcta (flecha) entre los tripletes GGA (G1y242) y GGC (G1y257).
Fig. 2. Expresión de Grb7, Grb7V, Grb7∆ y Grb7V∆ en Escherichia coli determinada por Western blot utilizando
un anticuerpo contra el N-terminal de Grb7.
Fig. 3. Ensayo de unión de calmodulina biotinilada (B-CaM) en presencia de Ca2+ mostrando la unión de la misma
a las formas salvajes Grb7 y Grb7V y la drástica disminución de dicha unión a las formas mutadas Grb7∆ y Grb7V∆.
Fig. 4. Localización y secuencia del dominio de unión de la calmodulina (CaM-BD) de Grb7 y Grb7V que fue
deleccionado en Grb7∆ y Grb7V∆.
Fig. 5. Expresión de Grb7, Grb7V, Grb7∆ y Grb7V∆ en células HEK293T determinada mediante Western blot
utilizando un anticuerpo anti-Flag (panel superior) o un anticuerpo contra el N-terminal de Grb7 (panel inferior). NT
indica control sin transfectar.
Fig. 6. Expresión de las proteínas quimeras YFP-Grb7, YFP-Grb7∆, Grb7-YFP y Grb7V∆-YFP en células HEK
293T cells. Como controles se muestra la expresión de Grb7, Grb7V, Grb7∆ y Grb7V∆ en las mismas células y
un control negativo de células transfectadas con la YFP (vector vacío). La expresión de las proteínas se determinó
mediante Western blot utilizando un anticuerpo contra el N-terminal de Grb7.
Fig. 7. Pérdida de la actividad angiogénica de medios condicionados de células HEK293T transfectadas con las
proteínas mutadas Grb7∆ (panel D) y Grb7V∆ (panel F) sobre células HBE. Se muestra control negativo utilizando
DMEM (panel A) y controles positivos utilizando medio condicionado por células sin transfectar (panel B) y células
transfectadas con las proteínas salvajes Grb7 (panel C) y Grb7V (panel E).
Fig. 8 Cuantificación de la capacidad angiogénica inducida por los medios condicionados (MC) de células HEK
293T sin transfectar (control) y transfectadas con Grb7 y Grb7V, así como la pérdida de dicha actividad angiogénica
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de los medios condicionados de células transfectadas con Grb7∆ y Grb7V∆. Se incluye un control adicional usando
medio DMEM. Los parámetros utilizados para la medida de la capacidad angiogénica fueron la longitud total de los
túbulos (vasos capilares) formados por las células HBE (panel A) y el número de nódulos (puntos de ramificación) de
dichos túbulos (panel B).
Fig. 9. Efecto supresor de la actividad angiogénica espontanea (panel A) de las células HBE en medio DMEM
inducido por los medios condicionados de células HEK243T transfectadas con Grb7∆ (panel B) y Grb7V∆ (panel C).
Fig. 10 Cuantificación de la supresión de la capacidad angiogénica espontanea de células HBE (medio DMEM)
mediada por medios condicionados (MC) de células HEK293T transfectadas con Grb7∆ y Grb7V∆. Los parámetros
utilizados para la medida de la capacidad angiogénica fueron la longitud total de los túbulos (vasos capilares) formados
por las células HBE (panel A) y el número de nódulos (puntos de ramificación) de dichos túbulos (panel B).
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REIVINDICACIONES
1. Péptido caracterizado por la secuencia RKLWKRFFCFLRRS (SEQ ID NO 4), correspondiente al dominio de
unión a la calmodulina (CaM-BD) de las proteínas Grb7 y Grb7V humanas, y comprendido entre los residuos 243 y
256 ambos inclusive.
2. Proteína delecionada en su dominio de unión a la calmodulina (CaM-BD) caracterizada porque pertenece al
siguiente grupo: proteína Grb7∆ (SEQ ID NO 7), y proteína Grb7V∆ (SEQ ID NO 8) así como sus formas qui-
meras cualquiera que sea su naturaleza, entre otras: EYFP-Grb7∆, EYFP-Grb7V∆, Grb7∆-EYFP, y Grb7V∆-EYFP;
YFP-Grb7∆, YFP-Grb7V∆, Grb7∆-YFP, y Grb7V∆-YFP; GFP-Grb7∆, GFP-Grb7V∆, Grb7∆-GFP y Grb7V∆-GFP;
EGFP-Grb7∆, EGFP-Grb7V∆, Grb7∆-EGFP y Grb7V∆- EGFP; CFP-Grb7∆, CFP-Grb7V∆, Grb7∆-CFP y Grb7V∆-
CFP; RFP-Grb7∆, RFP-Grb7V∆, Grb7∆-RFP y Grb7V∆-RFP.
3. Vector de expresión caracterizado porque comprende una secuencia codificadora de una proteína delecionada
según la reivindicación 2, o sus correspondientes secuencias transcripcionales de mRNA, o secuencias translacionales
de proteína en cualquiera de sus formas, incluyendo entre otros, vectores de expresión en bacterias, levaduras, hongos,
células de planta, insectos y mamíferos incluyendo las humanas, así como vectores víricos y retrovirales.
4. Bacteria caracterizada porque comprende un vector de expresión según la reivindicación 3 o una secuencia de
nucleótidos codificante de la proteína delecionada según la reivindicación 2.
5. Célula eucariota, tales como hongos y levaduras, células de plantas, insectos y mamíferos incluyendo las hu-
manas, transfectada de forma estable o transitoria, caracterizada porque comprende un vector de expresión según la
reivindicación 3 o una secuencia de nucleótidos codificante de la proteína delecionada según la reivindicación 2.
6. Oligonucleótido caracterizado porque pertenece al siguiente grupo: oligonucleótido SEQ ID NO 5 y oligonu-
cleótido SEQ ID NO 6 que anillan con las regiones flanqueantes codificadoras del dómino de unión a la calmodulina
(CaM-BD) de Grb7 y Grb7V utilizados para la preparación de los mutantes delecionados Grb7∆ y Grb7V∆.
7. Oligonucleótido caracterizado porque pertenece al siguiente grupo: oligonucleótido SEQ ID NO 1, oligonu-
cleótido SEQ ID NO 2 y oligonucleótido SEQ ID NO 3, utilizados para la amplificación por PCR de las fases de
lectura de Grb7 y Grb7V.
8. Medio condicionado por células transfectadas con Grb7∆ y Grb7V∆ así como, entre otros, los factores con
actividad biológica que contienen responsables directos o indirectos de la modulación de la angiogénesis, tanto facto-
res pro-angiogénicos como anti-angiogénicos; factores moduladores de la motilidad celular, incluyendo tanto factores
activadores como factores inhibidores; factores moduladores de la proliferación celular, incluyendo tanto factores acti-
vadores como factores inhibidores; así como factores moduladores de otras funciones necesarias para la supervivencia,
progresión e invasión metastásicas de los tumores.
9. Anticuerpo, ya sea monoclonal o policlonal, caracterizado porque reconoce el péptido según la reivindicación
1.
10. Uso de cualquiera de los productos de las reivindicaciones de la 1 a la 9 en la preparación de un medica-
mento antitumoral o agente terapéutico de otras patologías proliferativas y de reparación de heridas traumáticas y/o
quirúrgicas.
11. Uso de cualquiera de los productos de las reivindicaciones de la 1 a la 9 en el diagnóstico in vitro de patologías
proliferativas.
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